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Abstract Of EP1 239022 

A stable oil forming part of alimentary, nutritional, pharmaceutical or cosmetic products containing one or 
more long chain polyunsaturated fatty acids deriving from a biomass in the form of triacylglycerols, which 
serves both to transfer the fatty acids from the biomass and to act as a support for them in the product. 
The oil incorporates at least 60 wt.% of the fatty acids and less than 10 wt.% of the phosphorus present in 
the biomass. Independent claims are included for: (1) preparation of the oil by contacting a support oil 
with a biomass arising from the culture of a microorganism containing a long chain polyunsaturated acid 
or acids in such a way as to transfer the fatty acids onto the support, separating out the oil by pressing the 
biomass, filtering and deodorizing under gentle conditions; (2) food containing the oil; (3) infant food 
containing the oil; (4) nutritional composition containing the oil; (5) cosmetic composition in dry or 
emulsion form containing the oil; (6) animal feed containing the oil; and (7) foodstuff for animal feed 
containing the residue of the biomass on completion of the procedure. 
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(54) Huile contenant un ou des acide(s) gras polyinsature(s) a longue chame issus de biomasse, 
precede de Preparation, ailment, composition nutrltionnelle, cosmetique ou 
pliarmaceutlque la contenant 



(57) Hulie stable contenant des LC-PUFA sous fon*- 
ne de triacylgiycSrols, notamment les acides arachldo- 
nique (ARA), dlhomogammalinol6niqu6 (DHGLA), do- 
cosaliexa^nolque (DHA), ou eicosapentaenoique 
(EPA). 

Une telle hulie peut §tre prSparSe par mise en con- 
tact d'uneliuile support entrant dans la composition d'un 



aliment, d'un produit cosmetique ou phamnaceutique, 
avec une biomasse provenant de la culture d'un mi- 
croorganisme, notamment d'un cliampignon ou d'une 
microaigue contenant ies acides ARA, DiHGLA, DHA ou 
EPA. 
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Description 

Introduction 

5 [0001] La pr6sente invention a trait au domaine de la preparation d'une huile servant d'ingr6dient source d'acldes 
gras essentiels polylnsatures k longue chains (LC-PUFA) dans un aliment, dans un supplement nutrltionnel, dans une 
composition cosmetlque ou phamiaceutique. 

Etat de la technique 

10 

[0002] Une huile contenant des LC-PUFA comme parexemple les acides arachidonlque (ARA), docosahexaenoique 
(DMA) ou dihomogammallnol6nique (DHGLA) peut etre obtenue & partir d'un bouillon de fermentation d'une biomasse. 
Pour obtenir I'huile de la biomasse on a utilise des m6thodes d'extraction parsolvant organique, parexemple I'hexane 
ou par fluide supercritique. G§neralement, I'huile a ete extralte k partir de biomasse par percolation k I'hexane de la 

IS biomasse sechee. 

[0003] Un tel precede d'extraction par solvant(s) organique(s) est decrit par exemple dans WO9737032, dans WO 
9743362 ou dans la publication Journal of Dispersion Science and Technology, 10, 561-579, 1989 "Biotechnologlcal 

processes for the production of PUFAs". 

[0004] Cette technique presente differents inconvenients: 

20 

- Lors des etapes d'extraction par solvent chaud et de distillation du solvent les LC-PUFA peuvent subir une degra- 
dation au contact de I'oxygene. 

- L'ellmination totale du solvant contenu dans I'huile ou dans la biomasse rSsiduel exige un traltement themnlque a 
temperature eievee. 

25 . Par allleurs, le solvant, tel que I'hexane est susceptible de dissoudre des constituents non-triacylglycerois de la 
biomasse qui constituent en fait des Impuretes. 

[0005] L'hulle brute obtenue apr^s evaporation du solvant dolt encore sublr plusieurs etapes de rafflnage comprenant 
un degommage, une neutralisation k I'alcali, une decoloration , un decirage et une desodorlsation dans le but d'eiimlner 
30 au molns partiellement les impuretes. Cela Impllque que Thuile irbs insaturee est exposee k des conditions stimulant 
des reactions physlco-chimiques qui affectent sa qualite. Par exemple, les agents de decoloration creent un systeme 
de doubles liaisons conjuguees et ferment des produits de degradation par reaction chimique avec les glycerides 
oxydes. 

[0006] La presente Invention a pour but d'eviter les Inconvenients de I'art anterieur, en proposant une huile stable 
35 contenant un ou des acides gras polylnsatures issus de bioma&se sous fomie de triacylglycerols k I'etat purifie et ayant 
subi un minimum de degradation. 

Resume de i'lnvention 

40 [0007] La presente invention concerne une huile stable contenant des LC-PUFA sous forme de triacylglycerols, 
notamment les acides arachidonlque (ARA), dihomogammalinolenique (DHGLA), docosahexaenoique (DHA), ou ei- 
cosapentaenoique (EPA). 

[0008] L'invention concerne 6galement un precede de preparation d'une telle huile par mise en contact d'une huile 
support entrant dans la composition d'un aliment avec une biomasse provenant de la culture d'un microorganisme, 
45 notamment d'un champignon ou d'une microalgue contenant les acides ARA, DHGLA, DHA ou EPA. 

[0009] De preference, I'huile ne contient pas plus de 10 % en poids d'acldes gras polylnsatures. De ce fait, i'huile 
est beaucoup molns sensible k I'oxydation lors de sa production ce qui n'est pas le cas pour les huiles contenant des 
LC-PUFA de I'art anterieur. 

[0010] Selon un aspect principal de I'lnvention, c'est un avantage qualitatif determinant de disposer d'une huile nou- 
50 velle, contenant des LC-PU FA sous tonne de triacylglycerols. 

[0011] Selon un autre aspect, I'lnvention concerne un aliment, un produit cosmetlque ou phannaceutique, un sup- 
plement nutrltionnel ou un aliment pour animaux contenant Thuiie precedente. 

[0012] Selon encore un autre aspect, I'lnvention concerne un aliment pour animaux, en partlculier pour animaux 
familiers contenant le residu de biomasse issu du precede. 

55 

Description detailiee de I'lnvention 

[0013] La transformation est reallsee par mise en contact de I'huile support avec une biomasse contenant des LC-PU- 
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FA. L'huile est adaptee & I'application dans les aliments, en particulier les fomiules infantiles ou k I'utilisation comme 
supplement nutritionnel. Elle peut dgalement §tre utilisSe dans des produits cosm^tiques ou phannaceutiques. De 
plus, le r^sidu de biomasse obtenu est igalement un produit du proc§dS qui peut Stre valorise directement sans trai- 
tement ultSrieur, par exemple comme aliment pour animaux, en particulier pour animaux famiilers. 
5 [0014] La preparation d'une telle iiuile peut avoir lieu par simple melange de i'iiuiie support avec la biomasse secliee 
et separation ulterieure de l'l?uile d'avec les solides non iipidiques parpressage. 

[0015] En vue d'augmenter le rendement en LC-PUFA obtenu, il est preferable de reduire les dimensions des par- 
tlcules de biomasse s6che pour briser les parois des cellules de micoorganismes et augmenter ainsi la surface de 
contact entre l'huile et la biomasse. Ceia peut etre realise de maniereapproprlee par utilisation de diff6rentes m6thodes, 
10 par exemple: 

on peut broyer la biomasse en pr6sence de l'huile support ; 
on peut laminer la biomasse avant de la melanger avec l'huile support; 
- on peut traiter la biomasse sous haute pression en presence de l'huile support ; puis separer l'huile obtenue d'avec 
15 la biomasse par pressage et filtration de finition. 

on peut traiter la biomasse avec des enzymes capables de degrader les parois des cellules. 

[0016] Du fait que le support est une huile, l'huile obtenue apres contact avec la biomasse a un contenu minimum 
en phosphollpldes, acldes gras libres, pigments, polymeres et autres substances issues ou derivees de la biomasse 
20 qui ne sont pas des triacyiglycerols. Ceia signifie que le precede selon I'invention constltue une methode selective de 
preparation d'une huile purifiie stable contenant des LC-PUFA. II n'est pas necessaire de purifier l'huile insaturee 
contenant les LC-PUFA par les mSthodes agresslves et lourdes utllis^es anterieurement a i'invention que sont les 
etapes de d^gommage, neutralisation, dScirage et decoloration. 

[0017] Selon I'invention, l'huile est soumise uniquement k une etape de d6sodorisation, par exemple par entraTne- 
25 ment k la vapeur ou distillation moleculaire a temperature relativement basse. II en resulte que l'huile contient une 
quantite particullferement faibie d'acides gras trans. 

[0018] Le precede n'utiiise pas de solvant organique et, dans la mesure oD I'on travallle sous couche d'azote et en 
presence de tocopherols naturellement presents ou rajoutes dans l'huile support, les LC-PUFA sont proteges de la 
degradation oxydative pendant tout le precede. 
30 [001 9] En plus de la quallte de l'huile obtenue, un autre avantage du precede consiste dans le fait que le residu de 
biomasse n'est pas contamlne par un solvant organique et peut aInsI etre valorise directement, sans traitement ulterieur, 
par exemple dans des aliments pour animaux, notamment pour animaux familiers. 

[0020] La description detailiee du precede qui suit est clbiee sur la preparation d'une huile contenant I'ARA, pris a 
titre d'exemple, non llmltatif. Les conditions de travail pour transferer d'autres LC-PUFA vers une huile support k partir 

35 des blomasses appropriees, par exemple pour le DHA ou le DHGLA sont tres proches. 

[0021] L'huile est obtenue par melange de l'huile support avec la biomasse seche et separation de l'huile d'avec les 
composants solides par pressage. Pour augmenter le taux d'incorporation en ARA, il est souhaitable de rompre les 
cellules microbiennes par des traitements sous haute pression, par des precedes enzymatiques ou de reduire les 
dimensions des particuies seches de biomasse par mouture ou laminage. 

40 [0022] L'etape de mouture mise en oeuvre peut etre I'une des nombreuses techniques connues de i'art anterleur. 
Par exemple, on peut laminer la biomasse, de preference a basse temperature, puis on peut la melanger avec l'huile 
support. En variante, on peut moudre la biomasse en presence de l'huile support. En vue de minimiser autant que 
possible la deterioration de I'ARA, les conditions de mouture doivent §tre douces. Dans cette optique, on pr6fere 
moudre la biomasse en presence de l'huile support et sous atmosphere Inerte, par exemple sous balayage d'azote. 

45 [0023] Ensuite, on separe l'huile contenant I'ARA d'avec la biomasse par filtration ou pressage, de preference sous 
forte pression, puis on effectue une filtration de finition de manlere a eliminer les particuies fines de biomasse. 
[0024] On a constate que le taux d'incorporation en ARA augmentait lorsque la taille des particuies de biomasse 
diminuait, celul-ci etait > 90% lorsque par exemple 90% des particuies avaient une dimension < 250 jim. 
[0025] A titre d'exemple, on peut utiliser un mouiin a bllles ou un moulin colloidal. Les parametres a considerer sont 

50 la duree de mouture, la taille des particuies de biomasse, la temperature de mouture, le rapport entre les quantites de 
biomasse et d'huile support. 

[0026] La duree de mouture a une influence sur la taille des particuies et cette dernlere est egalement influencee 
par la temperature de mouture. Par suite, en pratique, on pretere indiquer la taille des particuies comme parametre 
determinant de l'etape de mouture. AinsI, 11 est souhaitable que 90 % des particuies soient de dimension < 500 ^.m, 
55 de preference que 90 % des particuies soient de dimension < 300 jim et de manifere encore plus preferee que 90 % 
des particuies soient de dimension< 200 \m. 

[0027] La temperature de mouture est choisie k une valeur superieure au point de fusion de l'huile support, et est 
de preference de 20 k 80° C. Pour obtenir un taux d'incorporation optimal, on peut effectuer une mouture breve k 
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temperature elevee ou une mouture prolongee a basse temperature. 

[0028] Le rapport ponderal choisi entre la biomasse et I'huile support determine le coritenu en ARA de I'huile finale. 
Ainsi, par exemple, on choisit 30 parties de biomasse pour 70 parties d'huile support pour obtenir au molns 4,5 % 
d'ARA dans I'huile transform§e. 

s [0029] L'huile utiiisee comme support peut §tre n'Importe quelle hulle ou melange d'huiles consommable en alimen- 
tation humalne. On utilise de preference une hulle ou un melange entrant dans la composition du prodult que Ton 
souhaite enrichir en PUFA. On peut citer en partlculier pour une fonnule infantile I'huile de tournesol riche en aclde 
ol§ique (HOSFO), I'huile de tournesol (SFO), I'huile de soja, I'olSlne de palme et un triacyglyc6rol k chaTne moyenne 
(MCT, contenant essentlellement des triacylglycerols d'acides gras satur^s en Cb-Ciq). 

10 [0030] L'^tape sulvante du proc^d§ conslste k s§parer le rSsldu de biomasse §puisee par toute methode usuelle 
comme par exemple le pressage, la filtration ou la centrif ugation . A cet effet on utilise de pr6f Srence une presse operant 
sous forte pression. 

[0031] L'huile obtenue doit §tre d^barrassSe des particules fines insolubles par filtration fine. Gette operation peut 
etre effectuee le cas echeant en mettant l'huile en presence d'un adsorbant mineral en quality d'aide a la filtration, par 
IS exemple la dicalite. 

[0032] Enfin, I'huile filtree est desodorisee pour en eliminer les substances volatiles. Cela peut etre realise par toute 
methode connue pourvu que cela soit dans des conditions moderees de maniere a menager i'ARA. On peutclter, par 
exemple, I'entrainement a la vapeur, de preference sous vide ou la distiliation molecuiaire. 
[0033] L'huile obtenue peut etre utiiisee dans des compositions alimentaires pour I'alimentation humaine telle quelle 
20 ou SOUS forme d'emulsion comme par exemple les huiles, sauces pour salade ou mayonnaises. Elle peut etre un 
constituant d'un lait dietetique pour adolescents ou adultes, d'une fomiuie infantile pour prematures, nourrissons nes 
a terme ou un lait de suite pour petits enfants. 

[0034] Elle peut etre incorporee dans une composition nutritive ou de supplementation, pour Talimenation orale. 
[0035] Elle peut etre incorporee dans une composition pharmaceutique pour I'lngestion orale, enterale ou parent6- 
25 rale, ou pour I'application topique dermatologique ou ophtalmique. 

[0036] Elle peut constituer un ingredient d'une composition cosm6tique, topique ou orale. 

[0037] Enfin, elle peut constituer un ingredient d'un aliment pour animaux famlliers, par exemple un aliment sec, 

humide ou un lait. 

[0038] Le r^sldu de biomasse apr^s separation de Thuiie peut avantageusement etre utilise dans les ailments pour 
30 animaux, particullferement les animaux famlliers. 

Exemples 

[0039] Les exemples cl-apr&s lllustrent I'lnventlon. Dans ceux-cl, les parties et pourcentages sont pondSraux, sauf 
35 indication contralre. 

Le rapport biomasse:hulle support est de 3:7. 

Exemples 1 -6 

40 [0040] Dans ces exemples, on etudle les parametres du procede et la qualite de l'huile obtenue, avant I'etape finale 
de desodorisatlon, en comparalson avec Thuiie support de depart (reference 1). Pour la mouture, on utilise un moulln 
k billes. Les r§sultats sont resumes dans le tableau 1 ci-apres: 



Tableau 1 



Exemple 




2 


3 


4 


5 


6 


Reference 1 


Temperature de mouture ("C) 


50 


70 


50 


30 


70 


30 


Huile support* 


Duree de mouture (min) 


3 


5 


3 


5 


1 


1 




Acides gras libres {%) lUPAC 2.201 


0,13 


0,13 


0,14 


0,12 


0,17 


0,15 


0,14 


Indice de peroxide (meq/kg) AOCS Cd 8b-90 


4,0 


4,1 


3,5 


3,5 


4,0 


3,4 


2,7 


Insaponifiables (g/kg) lUPAC 2.401 


8,34 


9,20 


8,82 


8,03 


8,11 


7,44 


6,78 


ARA (g ARA/100g huile) lUPAC 2.304 


4,4 


4,87 


4,25 


4,46 


3,81 


3,27 


0 


Phosphore (ppm) Nl C12-1976-SSOG 


2 


1 


3 


2 


2 


4 


6 



* L'huile support est une hulle de tournesol rlche en aclde oldlque, TRISUN ™. 
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[0041] La valeurtheorique d'incorporation de 1 00 % d'ARA est 5,3 % avec un rapport biomasse;huile support de 3:7. 
[0042] La purete de I'huile brute peut §tre qualifi^e par les valeurs ci-apres: 

■ Acides gras llbres: 0,13-0,17 % (TRISUN, huile support: 0,14 %) 
5 - Phosphore: 1 -4 ppm (partie par million) (TRISUN: 6 ppm) 

- Mati^re insaponifiable: 7,4-9,2 g/kg (TRISUN: 6,8 g/kg) 

[0043] En conclusion: 

10 . Plus de 60 % de I'ARA de la biomasse est incorpore dans I'huile support. 

- Le contenu en phosphore est tres bas, quelques ppm, environ 1 00 x moins que dans le cas de I'huile brute extraite 
k I'hexane qui §tait d'environ 500 ppm. 

Exemples 7-1 0 

IS 

[0044] Dans ces exemples, on etudie les paramfetres du proc6de et la qualite de I'huile obtenue, apres I'etape finale 
de desodorlsatlon, lors d'utilisation de diffSrentes huiles supports. Dans ces exemples, la mouture de la biomasse se 

fait a I'aide d'un moulln a billes. 

On compare les caracteristiques des huiles obtenues, en comparaison avec I'huile brute obtenue par extraction d 
20 I'hexane, sans raffinage (reference 2) et en comparaison avec I'huile obtenue par pressage direct, done sans huile 
support (reference 3). 

Les resultats sent resumes dans le tableau 2 cl-apr&s: 



Tableau 2 



Exemple 


7 


8 


9 


10 


R6f6rence 2 


R6f6rence 3 


Huile support 


HOSFO* 


HOSFO* 


MCT 


Olelne de palme 






Conditions de 
mouture:temperature 

rc), 

Dur§e (min) 


70 
5 


30 
10 


70 
5 


70 
5 






Acides gras libres (%) 


0,04 


0,03 


0,04 


0,04 


0,56 


0,11 


Indice de peroxyde 
(meq/kg) 


2,0 


2,3 


2,3 


1,3 


11,5 


4,8 


Matiere 

insaponifiable (g/kg) 


8,02 


7,05 


3,53 


5,40 


22,89 


17,59 


Phosphore (ppm) 


3 


4 


4 


3 


508 


17 


ARA(gARA/100g 
huile) 


4,6 


4,7 


4,5 


4,4 


39,5 


39,6 



'L'huile support est une huile de toumesol riche en adde ol^ique (HOSFO). 



45 [0045] Les resultats obtenus permettent les conclusions suivantes: 

La temperature et la duree de mouture sont couplees: une mouture de 10 min a 30 °C donne le meme taux 
d'incorporation en ARA qu'une mouture pendant 5 min a 70 "C 

Le taux d'incorporation depend seulement legerement du type d'huile support lorsque I'on opere a la meme tem- 
50 perature/dur6e de mouture: huile de toumesol riche en acide oleique (4,9 % ARA a 70 'C/Smm), MCT (5,0 % ARA k 
70 "C/Smin) et ol6lne de palme (5,0 % ARA k 70 °C/5min). 
- On obtient une tr6s faible quantite de phosphore par rapport a celle obtenue par extraction k I'hexane, ce qui 
montre la puretS de I'huile finale. 

55 Exemples 11-14 

[0046] Les exemples ci-aprfes montrent la preparation d'une huile contenant I'ARA sous forme de triacylgiyc^rois 
par un proc6d6 m^nageant la quality de I'ARA en utilisant plusieurs voles, sans mouture (exemple 1 1 ) et avec differents 
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equipements de mouture (exemples 12-14). 
Matiferes utilis6es: 

s [0047] Biomasse contenant 36,3 % d'huile a 39,5 % d'acide arachidonique (ARA). Huile de tournesol riche en acide 
ol§ique. 

OlSine de palme. 
Huile MCT. 

'0 Exemple 11- Preparation par contactage avec de I'huile de tournesol riche en acide oleique. 

Equipement: 

[0048] Reacteur agite en verre de 1 000 ml avec doubie-manteau, relid k un bain themiostat6. 
15 Presse Carver avec cartouche fiitrante 48 x 200 mm. 
Filtre-cioche thermostats iVIAVAG 300 ml. 

D6sodoriseur de laboratoire selon J.HEIDE-JENSEN (JAOCS; Voi. 40; 223-224; 1 963) avec baiion de 1 000 ml. 

Procedure: 

20 

[0049] On introduit 260 g d'huile de tournesol riche en acide oleique et 1 12 g de biomasse dans le r6acteur. On met 
le recipient sous vide et on remplace I'air par de I'azote a trois reprises pour I'inertisatlon. On agite ensuite ie reacteur 
a 50 °C pendant 2 h, puis on recupere ie melange dans une cartouche fiitrante. On separe i'huile de ia biomasse par 
pressage. On recueiile 260 g d'huile et 110 g detourteau. 
25 On f litre I'huile pressee a 50 °C, puis on ia desodorlse k 1 80 "C, 1 mbar pendant 2,6 h. On obtient finaiement 240 g 
d'une huile iimplde d'odeur neutre et de coloration jaune-claire. On detennine la teneur en ARA de i'huile par i'analyse 
chromatographlque en phase gazeuse (GC) et on calcule le taux d'Incorporation de I'ARA. 

Exempie 12.- Pr6paratlon par broyage avec de i'oi6ine de palme dans un broyeur a bliles. 

30 

Equipement: 

[0050] Broyeur a bllles DYNO-iy^ILL Type KDL avec rtelpient de broyage 0,3 1, doubie-manteau relie a un bain 
thennostatd. 

35 Presse Carver avec cartouche fiitrante 48 x 200 mm. 
Fiitre-cioche themiostat6 IWAVAG 300 ml. 

Desodorlseurde laboratoire selon J.HEIDE-JENSEN (JAOCS; Voi. 40; 223-224; 1963) avec baiion de 1000 ml. 
Procedure: 

40 

[0051] On introduit 130 g d'oleine de paime et 56 g de biomasse dans le recipient du broyeur. On met le recipient 
sous vide et on remplace I'air par de i'azote a trois reprises pour I'lnertisation. On ajoute 220 ml de bilies de verre d'un 
diamfetre de 2 mm et on chauffe le recipient k65°Ck I'aide du bain thermostats. On broie ensuite le mSlange pendant 
5 min k une temperature de 65 a 75 °G, puis on vidange le recipient. On separe les bliles du melange par filtration sur 
45 une grille d'un diamStre de 1 mm, on recupere le melange dans une cartouche fiitrante et on preleve un echantiilon 
pour ia mesure de ia taille des partlcules. On separe I'huile de la biomasse par pressage. On repete la procedure une 
deuxifeme fols. 

[0052] On recueiile 225 g d'huile et 75 g de tourteau. On filtre I'huile pressee a 50 °C, puis on ia desodorise a 180 
°C, 1 mbar pendant 2,2 h. On obtient finaiement 21 0 g d'une huile Iimplde d'odeur neutre etde coloration jaune-cialre. 
50 On determine ia teneur en ARA de I'huile par i'analyse GC et on calcule le taux d'Incorporation de I'ARA. 

Exemple 13- Preparation par broyage avec de i'huile MCT dans un broyeur a bliles. 

[0053] On rSpfete I'essal decrit dans I'exempie 12 en utilisant de I'huile MCT en rempiacement de I'oieine de paime. 
55 On recueiile finaiement 235 g d'huile et 65 g de tourteau. 

[0054] On filtre I'huile pressSe ^ 50 °C, puis on la dSsodorise & 1 80 °C, 1 mbar pendant 2,3 h. On obtient finaiement 
220 g d'une huile Iimplde d'odeur neutre et de coloration jaune-claire. On determine la teneur en ARA de I'huile par 
I'analyse GC et on calcule le taux d'incorporation de I'ARA. 
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Exemple 1 4- Preparation par broyage avec de I'huile de tournesol riche en acide oleique dans un broyeur colloidal. 



Equipement: 

5 [0055] Broyeur colloidal FRYMAMZ 80. 
Centrlfugeuse k panier PADBERG. 
Flltre-cloche thennostate MAVAG 300 ml. 

D§sodoriseurde laboratoire selon J.HEIDE-JENSEN (JAOCS; Vol. 40; 223-224; 1963) avec ballon de 1000 ml. 
*0 Procedure: 

[0056] On introduit 2800 g d'hulle de tournesol riche en acide ol6ique et 1200 g de biomasse dans le recipient du 
broyeur Le broyage s'effectue par recirculation du melange dans le broyeur sous atmosphere inerte pendant 10 mi- 
nutes k une temperature de 40 a 70 °C. On recupere le melange et on pr6leve un echantilion pour la mesure de la 
15 taille des particules. On separe I'huile de la biomasse a I'aide de la centrlfugeuse a panier On recueille finalement 
2400 g d'hulle et 1 400 g de tourteau. 

[0057] On filtre 200 g de I'huile centrifugee a SO^C, puis on la desodorise a 1 80°G, 1 millibar pendant 2 heures. On 
obtient finalement 190 g d'une huile limpide d'odeur neutre et de coloration jaune-claire. On determine la teneur en 
ARA de I'huile par {'analyse GC et on calcule le taux d'incorporatlon de I'ARA. Les resultats sont Indlques dans le 
20 tableau 3 ci-apr&s; 



Tableau 3 



Exemple 


Taille des particules (Malvern 
Mastersizer) micron D (v, 0,9)* 


g ARA dans lOOg huile 


% taux d'incorporatlon de I'ARA 


11 


3000 


3,5 


66,1 


12 


75 


5,0 


94,3 


13 


60 


5.0 


94,3 


14 


115 


5,25 


99,0 



'Micron, D (v, 0,9): signlfle que 90 % en volume des particules ont un dlamitre interleur k D. 



Exemple 15: Incorporation de DHA dans I'huile de tournesol riche en acide ol6ique 
Equipement: 

[0058] Broyeur colloidal FRYMA MZ 80. 
Gentrifugeuse k panier PADBERG. 
Filtre-clocrie thennostate IVIAVAG 300 ml. 

D§sodoriseurde laboratoire selon J.HEIDE-JENSEN (JAOCS; Vol. 40; 223-224; 1963) avec ballon de 1000 ml. 
Procedure: 

[0059] On repute la procedure de I'exemple 1 4 en traitant 1 200 g d'une biomasse contenant 25 % d'une huile avec 
une teneur en DIHA de 40 %. On recueille 2500 g d'huile avec une teneur en DHA de 3,5 % que Ton desodorise. 

Exemples 16-21 

[0060] 1 6-1 7. On prepare une formule infantile pour prematures enrichie en ARA k partir de I'huile preparee par le 
precede des exemples 12 ou 13 et on y ajoute d'autres huiles par exemple dans les proportions Indiquees dans le 
tableau 4 ci-dessous, des proteines, le cas echeant hydrolysees, des hydrates de carbone et le cas echeant des 
vitamines et des oligoeiements. 



Tableau 4 





Exemple 16 


Exemple 1 7 


Huile de I'exemple 12 


4 




Huile de I'exemple 13 




4 
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Tableau 4 (suite) 





Example 1 6 


Exemple 17 


Huile de poisson 


1,5 


1,5 


Huile MCT 


27 


25 


Huile de soja 


23 


23 


Oleine de palme 


44,5 


35 


Huile de toumesol riche en acide oleique 




11,5 


Total 


100 


100 



[0061] 18-19. On prepare une formuie infantile pour nourrissons nes a terme enrichie en ARA a partir de I'huile 
support preparee par le precede des exemples 13 ou 14 et on y ajoute d'autres huiles par exemple dans les proportions 
indlqu6es dans le tableau 5 cl-dessous, des protSines, le cas ech^ant hydrolys^es, des hydrates de carbone et le cas 
echeant des vitamines et des oligoelSnfients. 



Tableau 5 





Exemple 1 8 


Exemple 1 9 


Huile de I'exempie 13 


4,5 




Huile de I'exempie 14 




7 


Huile de poisson 


1,5 


1,5 


Huile de coco 


20 


27,5 


Huile de soja 


20 


20 


Oleine de palme 


54 


44 


Total 


100 


100 



[0062] 20-21 . On prepare un lalt de suite pour petits enfants enrichi en ARA k partir de I'huile support pr6par§e par 
le procSde de 1' exemple 12 ou enrichi en DHA h partir de i'huile support pr6par6e par le precede de I'exempie 15, et 
on y ajoute d'autres huiles dans les proportions indlquSes dans le tableau 6 cl-dessous, des protelnes, ie cas echeant 
35 hydrolysees, des hydrates de carbone et le cas ^heant des vitamines et des oiigodlements. 



Tableau 6 





Exemple 20 


Exemple 21 


Huile de I'exempie 12 


4 




Huile de I'exempie 15 




7 


Huile de poisson 


1,5 




Huile de palmlste 


27 




Huile de coco 




19 


Huile de soja 


23 




Huile de colza 




30 


OI6ine de palme 


44,5 


44 


Total 


100 


100 



Exemple 22 

[0063] On prepare un lait liquide enrichi en DHA a raison de 1 % de DHA dans la phase grasse de la maniere suivante: 
On pasteurise s6par§ment un lait entier contenant 3,92 % de matifere grasse et 

8,58 % de sondes non gras et un lait maigre contenant 0,05 % de matiere grasse et 9 % de solldes non gras, en les 
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traitant a 87° C pendant 12 s. 

[0064] On m6lange ensuite 34,69 kg de lait entier et 1 60,26 kg de lait maigre, refroidi a 15° C, puis on incorpore a 
ce melange un pr§m6lange de 1 ,08 kg d'huile obtenue selon I'exemple 1 5 (huile de tournesol k haute teneur en acide 
oleique, contenant 3,5 % de DHA), 1 ,08 kg d'huile de soja et 1 g de vitamine E porte a 50° C au moyen d'un mouiin 
5 colioidal. 

Produit st6rills6: 

[0065] Apres rechauffage a 80° C dans un echangeur a piaques, on sterliise ie liquide par UHT & 148° C pendant 
10 5 s. Apres refroidissement a 78° C, on I'homogeneise en deux etages, a 200 bar, puis a 50 bar, on Ie refroidit a 20° C 
et on Ie conditionne aseptlquement dans des emballages de type brique ayant ete prealablement st6rllis6s, les etapes 
d'homog6n6isation, de refroidissement et de remplissage ayant lieu de mani&re aseptlque. 

Produit pasteuris6: 

15 

[0066] On chauffe Ie liquide a 72° C pendant 1 5 s dans un echangeur k plaques, on l'homog6n6ise en deux etages 
k 200 bar, puis a 50 bar, on Ie refroidit & 4° G et on Ie conditionne dans des embailage de type brique. 

Exemple 23 

20 

[0067] A litre de supplement nutritionnel, on encapsule une huile pr6par6e selon I'exemple 12, 13 ou 14 contenant 
I'ARA ou une huile preparee selon I'exemple 15, contenant Ie DHA k ralson de 500 mg d'huile dans des gelules. 

25 Revendications 

1. Huile stable entrant dans la composition d'un produit ailmentaire, nutritionnel, pharmaceutique ou cosmdtique 
destin§ k I'usage humain ou animal, contenant un ou plusleurs acldes gras polyinsatur§s k longue chaTne prove- 
nant d'une biomasse, sous forme de triacylglyc6rols servant a la fols de milieu de transfert des dits acides gras 

30 polyinsaturds k longue chaTne k partir de la biomasse et de support des dits acides gras polyinsatur^s k longue 
chaTne dans Ie dit produit ailmentaire, nutritionnel, phannaceutique ou cosmetique et dans laquelle les acides gras 
polyinsaturSs k longue chaTne sont incorporte de telle manl§re que, au molns 60 % en polds des acides gras 
poiyinsaturSs k longue chaTne present dans la biomasse se retrouve dans I'huile et que molns de 10 % du phos- 
phore present dans la biomasse se retrouve dans I'huile. 

35 

2. Huile selon la revendlcation 1 , dans laquelle les acides gras polylnsaturSs k longue chaTne sont choisis parml 
I'acide arachldonique, i'acide dihomogammallnol6nlque, I'aclde eicosapentaenoique ou I'acide docosahexaenol- 
que. 

40 3. Huiie selon la revendlcation 2, dans laquelle I'acide gras polyinsature a longue chaTne est i'acide arachldonique. 

4. Huile selon la revendlcation 2, dans laquelle i'acide gras polyinsature k longue chaTne est I'acide docosahexa§- 

noique. 

45 5. Procede de preparation d'une huile selon I'une des revendications 1 a 4, dans lequel on met en contact une hulie 
support, entrant dans la composition d'un produit ailmentaire, nutritionnel, pharmaceutique ou cosmetique, avec 
une biomasse provenant de la culture d'un microorganisme contenant un ou des acides gras poiyinsatur6s k 
longue chaTne, de manlere k transferer ie ou les acides gras polyinsatures k longue chaTne sous forme de triacyl- 
glyc6rols vers ie dit support, on separe I'huile contenant Ie ou les dits acides gras du residu de biomasse par 

so pressage et filtration et on la desodorlse dans des conditions menageantes. 

6. Procede selon la revendlcation 5, dans lequel on redult les dimensions des partlcules de biomasse s^che pour 
briser les parols des cellules de microorganismes et augmenter ainsi la surface de contact entre i'huile et la bio- 
masse, en la broyant avant de la mdlanger avec I'huile support. 

55 

7. Procede selon la revendlcation 5, dans lequel on traite la biomasse sous forte presslon en presence de I'huile 
support, puis on separe I'huile obtenue contenant I'acide gras polyinsature a longue chaTne d'avec la biomasse 
par pressage et filtration. 
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8. Procede selon la revendication 5, dans lequel on soumet la biomasse a une mouture en presence de I'huile support 
dans des conditions douces, a temperature mod§ree sous atmosphere Inerte, notamment sous couche d'azote. 

9. Procddd selon I'une des revendlcations 5 d 8, dans lequel on effectue une filtration de f Inltlon de maniere k dlimlner 
les partlcules fines de biomasse. 

10. Aliment contenant une huile selon I'une des revendlcations 1 k 4. 

11. Aliment Infantile contenant une hulle selon I'une des revendlcations 1 k 4. 

12. Composition nutritionnelie contenant une hulle seion I'une des revendlcations 1 k 4. 

13. Composition cosmetlque sous forme seche ou d'emulsion contenant une huile selon I'une des revendlcations 1 k 4. 

14. Aliment contenant une hulle selon I'une des revendlcations 1 a 4 destine a I'alimentation des animaux . 

15. Aliment contenant le residu de la biomasse obtenu par le proc6d6 selon I'une des revendlcations 5 a 8 destln§ k 
I'alimentation des animaux. 
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